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En décadas anteriores, se intentd desarrollar la pro-
duccion de aceite a partir de la semilla de la palma real
(Roystonea regia), proyecto que fue abandonado por di-
ficultades técnicas en el despulpado del fruto.! Actual-
mente, el desarrollo del nuevo ingrediente activo D004,
efectivo en el tratamiento de la hiperplasia prostatica
en modelos experimentales, ha impulsado a que se
retome la obtencidn de aceite de esta planta, pero a par-
tir del fruto entero.?® Dicho aceite, de color pardo oscu-
ro, esta compuesto fundamentalmente por glicéridos de
acidos grasos (AG) entre 8 y 18 atomos de carbono.* Los
aceites presentan determinados compuestos como los
AG insaturados que son susceptibles a experimentar de-
gradacion, proceso que puede verse influenciado por las
condiciones ambientales y por la presencia de sustan-
cias pro- o antioxidantes.® Hasta la fecha, no existen re-
ferencias con respecto al tiempo de vida atil del aceite
de los frutos de esta palma, lo que motivo el inicio de
sus estudios de estabilidad con la determinacién de al-
gunos parametros fisicos y microbiolégicos, y la valida-
cion de un método analitico por cromatografia de gases
(CG) que permitiera la determinacién de su contenido
de AG, compuestos que tienen el mayor peso en la acti-
vidad biolégica del D004.

Dicho método se bas6 en un procedimiento oficial
del Institute for Nutraceutical Advancement®con algu-
nas modificaciones, segun se describe a continuacion.
Para preparar las muestras se pesaron con exactitud al-
rededor de 12 mg del patron interno (C, ) y 150 mg de
aceite. Se adicionaron 5 mL de cloruro de acetilo al 10 %
en metanol, se cerr6 el tubo de ensayos y se calenté a
85 °C durante 2 h, con agitacion ocasional. Se dejo en-
friar y se afiadieron 4 mL de n-hexano y 4 mL de agua
destilada. Se agit6 en zaranda (15 min), se dejo reposar
y se extrajo una alicuota de 3 mL de la fase orgénica
hacia otro tubo de ensayos, en el que se afiadieron 4 mL
de n-hexano y 4 mL de NaOH 1 mol/L en metanol. Se
cerrd y se agitdé en zaranda (15 min). Se dejo6 reposar y
se extrajo una alicuota de 4 mL hacia un vial, de donde
se tomo 1 uL para el analisis cromatografico. La cuanti-
ficacion de los AG se llevé a cabo por el método del pa-
tron interno,” para ello se emple6 un cromatografo de
gases GC-14A (SHIMADZU, Jap6n), acoplado a sistema

de cOmputo, con detector de ionizacion por llamay una
columna capilar BPX-5, (30 m X 0,53 mm d.i.y 1,5 um de
pelicula, SGE, Australia) en un programa de 120 a 320 °C,
a 10 °C/min con 2 min isotérmico a la temperatura fi-
nal. El flujo de gas portador (H,) fue 8,18 mL/min, el
detector y el inyector se utilizaron a 320 °C . Los patro-
nes de AG (Sigma, USA) y los demaés reactivos y disol-
ventes (Merck, Alemania) fueron puros para analisis.
Se utilizé una disolucion de referenciade AG (C
de 10,19 mg/mL (DRA).

El método mostroé ser especifico, sin interferencias
entre los AG de interés y el patréon interno y sin la apari-
cion de nuevas sefiales en los cromatogramas de mues-
tras sometidas a condiciones drasticas que favorecieran
la degradacién. Para esto se tuvo en cuenta un procedi-
miento general descrito:® oxidacion (H,0,al 30 %, 25 °C,
24 h), fotolisis (luz UV 254 nm, 25 °C, siete dias) y ter-
molisis (80 °C, siete dias). En todos los casos, se comprobo
la limpieza de las sefiales por CG acoplada a Espectro-
metria de Masas (CG-EM). Se demostr6 que el método
era lineal y sin sesgo entre el 60 y el 130 % de la masa
nominal (cinco puntos, n = 3). La ecuacion de regresion
fue: y = (0,897 £+ 0,012) x - (1,572 + 1,918), con un coefi-
ciente de correlaciéon (r = 0,999 7) y coeficientes de va-
riacion de los factores de respuesta (CV, = 0,610 8 %) y
de la pendiente (CV, = 0,629 0) que cumplieron con los
limites de aceptacion (0,99; 5y 2 % respectivamente). La
exactitud fue probada por el método de adicién de pa-
tron (n = 6) a la concentracion nominal, sin diferencias
significativas entre el recobrado promedio y el 100 %,
cont (1,69) inferior a la t (2,57) para un 95 % de
confiabilidad. Los CV del estudio de repetibilidad (un
técnico, un dia, n = 9) variaron de la forma esperada,
con la mayor variabilidad para los AG minoritarios y un
CV = 1,04 % para el total. En el estudio de la precisién
intermedia (dos técnicos, tres dias, n = 9 cada uno), tan-
to los CV individuales como el total (1,04, 0,96 y 0,99 %
respectivamente) fueron inferiores al 2 %, por lo que el
método es preciso. De acuerdo con los resultados ante-
riores, el método puede considerarse validado segun los
criterios actuales de la industria farmacéutica.®*?

Se llevaron a cabo cuatro estudios de estabilidad. En
el primero, realizado en las condiciones de estrés des-
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critas en el estudio de especificidad, se empleo un lote,
al que se le determind la variacion en el contenido de
AG. Se apreci6 que el contenido inicial de AG (87,3 %)
no se afectd en condiciones de oxidacion (87,8 %), lo que
pudo deberse a que este aceite contiene antioxidantes
naturales como tocoferoles y compuestos relacionados
(confirmado por cromatografia de capa delgada), los cua-
les pueden haber evitado la oxidacion de los AG
insaturados presentes. Sin embargo, en condiciones de
termolisis y fundamentalmente de fotdlisis, si disminu-
y6 el contenido de AG (84,0 y 81,6 %, respectivamente).
Esta degradacion pudo haberse motivado por la destruc-
cion de las sustancias antioxidantes presentes original-
mente en estas muestras, debido a la influencia de la
luz y el calor que recibieron durante el ensayo.®*No obs-
tante, se debe sefialar que los resultados de estos estu-
dios s6lo dan una medida de los factores que mas pudieran
afectar a este ingrediente activo, siendo los estudios
definitivos los de estabilidad a largo plazo.

En los tres estudios restantes: acelerado [(40 = 2) °C
y (75 £ 5) % de HR, 1 afo]; a largo plazo [(30 = 2)°Cy (70
=+ 5) % de HR, 2 afios] y en refrigeracion [(10 + 3)°C y (40
=+ 5) % de HR, 2 afios] se estudiaron tres lotes, envasa-
dos en frascos de vidrio transparente de 50 mL de capa-
cidad, con tapa de goma y sello de aluminio. Los
muestreos se realizaron en los tiempos siguientes: 0, 3,
6, 9y 12 meses para el estudio acelerado, y 0, 3, 6, 9, 12,
18 y 24 meses para los estudios a largo plazo, durante
los cuales siempre se tomd de forma aleatoria un frasco
nuevo de cada lote. En los tres estudios se determiné
ademas del contenido de AG, las caracteristicas
organolépticas, la densidad relativay el indice de refrac-
cién, mientras en los dos ultimos, se determiné también
el contenido microbiolégico. Durante el tiempo en que
se realizaron estos ensayos se encontré que no hubo
variaciones significativas en los parametros evaluados
segun la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas
(p =0,05). Ladensidad relativa a 25 °C se mantuvo entre
0,907 9 y 0,874 2 g/mL, el indice de refraccién a 25 °C
entre 1,461 y 1,452. Las caracteristicas organolépticas
(liquido oleoso de color pardo oscuro) y el contenido mi-
crobioldgico (< 1 000 bacterias/g, < 100 hongos/g, ausencia
de E. coli, S. aureus, P aeruginosa, Salmonella sp.y
Candica albicans)®® se correspondieron en todos los ca-
sos con lo reportado para el inicio de los estudios. Los
contenidos individuales y totales de AG observados al
inicio (Tabla 1), tampoco variaron significativamente a
lo largo de los estudios, siendo similares al reportado
para los extractos lipidicos de otra palmacea: la Serenoa
repens.’* Teniendo en cuenta los resultados anteriormen-
te expuestos, el aceite obtenido de los frutos enteros de
R. regia, envasado en frascos de vidrio transparente con
tapa de gomay sello de aluminio, mantiene su estabili-
dad quimicay microbiolégica al menos durante dos afios,
tanto en condiciones de refrigeraciéon como en la zona
climatica 1V, a la que Cuba pertenece.
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Tabla 1. Contenido de acidos grasos (%) determinado al inicio
de los estudios.

Lote
281103 191203 180104
Contenido

Acido (%)
Ceo 0,7 0,9 0,8
Cioo 0,7 0,9 0,8
Cioo 20,5 22,7 23,1
Cruo 7.8 8,0 8,4
Cios 05 0,7 0,6
Cieo 11,9 131 13,2
Cht 38,4 38,6 41,8
Cieo 2,4 2,4 26
Total 82,9 87,3 91,3

2 Incluye ademas los acidos C ,, y C,, ..




